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蛍光高速液体クロマトグラフィーによる異臭牛肉中の遊離脂肪酸の分析
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　平成20年9月，北海道内の食肉衛生検査所に牛ブロッ
ク肉から異臭がするとの相談が寄せられた．食肉衛生検査
所で異臭を確認し，病理組織学的検査ならびに以前，異臭
豚肉で確認されたインドールやスカトールなど1）の分析を
行ったがいずれも異常は認められなかった．牛肉の異臭に
ついては，乳酸桿菌の増加や不十分な冷却に起因する短鎖
の遊離脂肪酸（FFA）の増加で異臭を呈した事例が報告
されている2β）．そこで，異臭牛肉の原因究明の一環とし
て短日FFAの検出を試みた．一般に沸点の低い通韻
FFAの分析には，試料からFFAを抽出後ガスクロマト
グラフ（GC）で分析する方法が用いられている2一4）．しか
し食肉衛生検査所にはGCが配備されていないため，　GC
法に代わる短鎖FFA分析法の検討が必要であった．
　乳及び乳製品の風味異常の原因であるFFAの簡易で高
感度な分析法として蛍光高速液体クロマトグラフ法（FL－
HPLC法）が報告されている5・6）．これらの方法を応用し，
食肉衛生検：査所に配備されているFL－HPLCを用いた牛
ブロック肉のFFA分析法の検討を行い，問題の異臭牛肉
の分析を行った結果，原因物質と考えられる短鎖FFAを
特定したので報告する．
方 法
1．標準品
　FFA標準品として，プロピオン酸（炭素数3，二重結
合数0，以下C3＝0と表記），酪酸（C4：0），吉草酸
（c5：0），イソ吉草酸（iso－c　5：0），ヘキサン酸（c6：
0），ヘプタン酸（C7：0），オクタン酸（C8：0），ミリス
チン酸（C14：0），パルミチン酸（C16：0），リノール酸
（C18：2），オレイン酸（C18：1），ステアリン酸（C
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18：0）（和光純薬工業㈱），パルミトオレイン酸（C16：
1）（Sigma）を用いた．各標準品をメタノールまたはクロ
ロホルムに溶解して10mg／mしの標準原液を調製した．
この標準原液をメタノールで適宜希釈混合してFFA標準
溶：液を調製した．
2．試　薬
　蛍光誘導体化試薬には9一アンスリルジアゾメタン
（ADAM）試薬（フナコシ㈱）を用いた7）．クロロホルム，
ジエチルエーテル，塩化ナトリウムは特級，メタノールは
HPLC用，ヘキサン，アセトンは残留農薬分析用，塩酸
は有害金属測定用試薬を，水は超純水を用いた．
3．HPLC
　FL－HPLCはL－7000シリーズ（日立製作所㈱）を用い，
低圧グラジエント溶出法で分析を行った．カラムはX－
terra　MS　C18（Waters，150×3．O　mm　i．d．，3．5μm）を用
い，カラム温度は50℃，サンプル注入量は10μしとした．
移動相は，A液：水，　B液：メタノールを用い，流量は
0．3mL／min，グラジエント条件を0→45分：（A：B＝
23：77）→（A：B＝23：77），45→50分：（A：B＝23：
77）→（A：B＝0：100），50→75分：（A：B＝0：100）→
（A：B＝0：100）とした．蛍光検出は365／412nm（Ex／
Em）で行った．
4．試料
　食肉衛生検査所に持ち込まれた牛肉（異臭肉）と異臭の
感じられない牛肉（正常肉）を細切均一化したものを用い
た．
5．抽出方法
　戸塚らが報告した固形乳製品からの抽出法に準じて行っ
た5）．すなわち，牛肉5gを遠心管に採り，牛肉から検出
されないヘプタン酸標準原液を100μL（1，000μg）を内
部標準として加え，ヘキサン5mL，ジエチルエーテル5
mL，水5mLを加え，ガラス棒で撹押後，1分間超音波
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抽出を行った．塩化ナトリウム5g，3mo1／L塩酸5mL
を加え1分三振とう後，遠心分離（2，000rpm，5分間）
を行い，ヘキサンージエチルエーテル層を分取した．水層
にヘキサンージエチルエーテル混合液（1：1）10mLを
加え再度抽出を行い，先のヘキサンージエチルエーテル層
と合わせ，同混合液で25mしにメスアップしたものを抽
出溶液とした．
6．蛍光誘導体化
　ADAM試薬11ngを褐色バイアルに秤量し，アセト
ンーメタノール混合液（3：7）1mLを加えて約0，1％
ADAM反応溶液を調製した．このADAM反応溶液100
μしとFFA標準溶液もしくは試料抽出溶液100μLを混合
し，室温暗所にて1晩反応させた後，メタノールで10
mしに希釈してHPLC用試験溶液を調製した．なお，
ADAM反応溶液は用時調製した6）．
結果と考察
　標準品を用いてFFA－ADAM誘導体分析移動相の最適
条件を検討した．逆相HPLCにおいてFFA－ADAM誘
導体は，等量炭素数（ECN＝炭素数一2×二重結合数）
順に溶出する8）．異臭の原因となる昇順FFAは，炭素数
が14以上の長鎖FFAよりも早い保持時間で溶出するた
め，過去に報告したFFAの分析条件8）よりも移動相の水
含量を多くする必要があった．そこで，水一メタノール系
の移動相において水含量を16～25％として検討を行った
ところ短鎖FFA相互の分離と分析時間を勘案して，短鎖
FFAの分析には水含量23％のイソクラティック分析が最
適と考えられた．炭素数14以上のFFAの分離条件は過
去の報告8）を参考にグラジエント分析を検討し，上記のと
おり設定した．図1Aに標準品（各0．5μg／mL）のクロ
マトグラムを示す．
　内部標準として用いたヘプタン酸の濃度範囲0．01～1．0
μg／lnLにおける検量線のピーク強度は表1に示すとおり
で上記の濃度範囲で相関係数0．99以上の直線関係が認め
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図1　FFA－ADAM誘導体のFL－HPLCクロマトグラム
A：FFA－ADAM誘導体（各0．5μg／mL）
B＝正常肉
C＝異臭肉
1：プロピオン酸（C3：0），2：酪酸（C4＝0），3：イソ吉草酸
（iso－C　5：0），4＝吉草酸（C5：0），5；ヘキサン酸（C6＝0），
6＝ヘプタン酸（C7：0），7＝オクタン酸（C8：0），8：ミリス
チン酸（C14：0），9：パルミトオレイン酸（C16：1），10：リ
ノール酸（C18：2），11：パルミチン酸（C16：0），12＝オレイン
酸（C18：1），13＝ステアリン酸（C18：0）
カラム：X－ten2a　MS　C18（Waters，150×3．O　mm　i．d，，3．5μm）
カラム温度：50℃，サンプル注入量：10μL，流量：0．3mL／min
A液：水，B液：メタノール
グラジエント条件＝0→45分（A＝B＝23：77）→（A：B＝23：
　　　　　　　　77），45→50分（A：B＝23：77）→（A＝B＝
　　　　　　　　0：100），50→75分（A：B＝0：100）→（A＝
　　　　　　　　B＝0：100）
蛍光検出＝365／412nm（Ex／Em）
表1　濃度別ヘプタン酸ADAM誘導体と各FFA－ADAM誘導体との蛍光強度比
FFA濃度（μg／mL）
蛍光強度（×106）ヘプタン酸（C7：0）
0．01’　0．02　　　0．05　　　0．10　　　0．20　　　　0．50　　　　1．00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　平均値分子量比＊＊0．07　　0．15　　　0．34　　　0．71　　　1．44　　　　3．61　　　　7．31
蛍光強度比＊ プロピオン酸（C3：0）
酉各酸　（C4：0）
イソ吉草酸（iso－c　5：0）
吉草酸（C5＝0）
ヘキサン酸（C6：0）
オクタン酸（C8：0）
ミリスチン酸（C14：0）
パルミトオレイン酸（C16：1）
リノーノレ酸　（C18：2）
パルミチン酸（C16：0）
オレイン酸（C18：1）
ステアリン酸（C18：0）
1．47
1．32
1．51
1．58
1．32
0．66
0．51
0．57
0．43
0．41
0．53
0．48
1，47
1．26
1．47
1．55
1．34
0．67
0．49
0．54
0．41
0．39
0．57
0．48
1．46
1．35
1．46
1．56
1．32
0．66
0．48
0．54
0．42
0．39
0．51
0．47
1．50
1．45
1．53
1．55
1．34
0．68
0．50
0．57
0．44
0．41
0．56
0．48
1．51
1．46
1．54
1．59
L35
0．68
0．50
0．56
0．44
0．40
0．55
0．47
1．51
1．39
1．47
1，56
1．33
0．67
0．48
0．53
0．42
0．38
0．53
0．45
1．54
1．43
1．46
1．56
1．33
0．66
0．47
0．52
0．41
0．38
0．51
0．44
1．49
1．38
1．49
1．56
1．33
0．67
0．49
0．55
0．42
0．39
0．54
0．47
1．76
1．48
1．27
1．27
1．12
0．90
0．57
0．51
0．46
0．51
0．46
0．46
雰蛍光強度＝各FFA蛍光強度／ヘプタン酸蛍光強度
艸分子量比＝ヘプタン酸分子量／各FFA分子量
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表2　FFAの添加回収試験結果
（η＝3）
表3　正常肉，異臭肉中のFFA含量
　　　　　　　　　　　　　　　　μ9／9　（％＝3）
FFA 平均回収率（％）SD　CV（％） FFA 正常肉 異臭肉
プロピオン酸（C3：0）
酪酸（C4：0）
イソ吉草酸（iso－C　5：0）
吉草酸（C5：0）
ヘキサン酸（C6：0）
オクタン酸（C8：0）
ミリスチン酸（C14：0）
パルミトオレイン酸（C16：1）
リノーノレ酸　（C18：2）
パルミチン酸（C16：0）
オレイン酸（C18＝1）
ステアリン酸（C18：0）
74．3
87．0
97．4
98．6
99．1
100．1
97．7
97．5
97．2
99．7
96．1
97．3
4．23　5．7
2．72　3．1
1．33　1．4
2．59　2．6
1．51　1．5
1．52　1．5
1．03　1．0
3．47　3．6
1．57　1．6
1．96　2．0
0．46　0．5
0．84　0．9
平均　SD　　平均　　SD
プロピオン酸（C3：0）　　　　5．5
酉各回　（C4：0）　　　　　　　　　　　　　4．4
イソ吉草酸（iso－C　5：0）　　　ND
吉草酸（C5：0）　　　　　　　ND
ヘキサン酸（C6：0）　　　　　5．1
オクタン酸（C8：0）　　　　　ND
ミリスチン酸（C14：0）　　　　6．8
パルミトオレイン酸（C16：1）　4．7
リノーノレ酸　（C18：2）　　　　　　　11．4
パルミチン酸（C16：0）　　　15．1
オレイン酸（C18：1）　　　　53．0
ステアリン酸（C18：0）　　　13．2
1．12
0．23
1．00
0．27
0．17
0．48
1．04
2．19
0．83
771．7
69．2
　0．4
　0．6
　4．2
ND
　6．5
17．6
52．5
41．9
64．2
19．6
11．21
！．15
0．07
0．09
0．17
0．44
0．99
3．15
2．61
4．37
1．12
添加量　試料当たり各200μg ND〈0．1μg／g
られた．ADAM試薬は等モル反応試薬なので，蛍光強度
と分子量の間には一定の関係が認められることから上記濃
度範囲で種々のFFAと内部標準であるヘプタン酸との蛍
光強度比（各FFA蛍光強度／ヘプタン酸蛍光強度）を算
出したところ，いずれもすべての濃度範囲においてもほぼ
一定の面積比を示し，その数値は，ヘプタン酸と各FFA
の分子量比（ヘプタン酸分子量／各FFA分子量）とほぼ
一致していた（表1）．以上のことから実試料の定量には，
分子量比を用い計算することとした．
　試験溶液の調製法については，異臭の原因となる耳鎖
FFAは比較的揮発性が高いため，濃縮や精製工程のない
戸塚らの方法5）に準じた．この方法で，HPLC試験溶液
中の濃度が0．5μg／mしとなるように標準溶液を混合希釈
し添加回収実験（π＝3）を行った（表2）．内部標準であ
るヘプタン酸との面積比から求めた回収率は74％以上，
CVが6％以下と良好な結果を示した．
　本分析法で正常肉，異臭肉中のFFA分析を行った．測
定した結果を表3，クロマトグラムを図1B，　Cに示す．
　異臭肉は，正常肉に比べて，塁壁FFA，特にプロピオ
ン酸，酪酸含量が多かった．この両FFAは，いずれも異
臭の原因物質として知られており1－4），これらの増加が今
回の異臭の原因であると考えられた．
　また，ステアリン酸など長鎖FFAは，異臭肉だけでな
く正常肉からも検出されているが，異臭肉の方がパルミト
オレイン酸，リノール酸，パルミチン酸含量が多かった．
これら長鎖FFAの増加と短鎖FFAの増加の関連性は明
らかではない．GC分析では，これら長鎖FFAはメチル
エステル化などの誘導体化が必要であり，揮発性の高い短
鎖FFAとの同時分析を行うには，さらに濃縮や精製と
いった操作工程が必要となる．本分析法は，炭素数3～18
までのFFAを同時に分析することが可能であり，精肉に
おける短鎖FFAと長鎖FFAの増加の関連性を究明する
上で有用であると考えられた．
　本分析法は，検出限界値が0．1μg／gと正常肉で検出さ
れる酪酸，プロピオン酸の10分の1まで検出可能であり
異臭を判定するのに十分な検出感度を有し，食肉衛生検査
所等での日常検査業務において，異臭肉の原因物質の一つ
である短鎖FFAを分析する上で簡便かつ高感度な分析法
として有用である．今後は，さらに多くの正常肉，異臭肉
の分析データを蓄積することにより，異臭の発生とFFA
含量との関連性を明らかにしていきたい．
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